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Аннотация. Эритроцит представляет собой клетку, внутриклеточное пространство которой на 40% 
состоит из молекул гемоглобина (Гб), остальные 60% приходятся на молекулы воды. При 
изменении внутриклеточного объема, которое возможно при прохождении клеток эритроцита по 
кровеносному руслу, предполагается возможность перераспределения внутриклеточных 
компонентов клетки вследствие изменения её объема. Методами оптической спектроскопии 
(неинвазивные методы инфракрасной спектроскопии, Раман-спектроскопии, лазерной 
интерференционной микроскопии) выявлены изменения морфологии, конформации и 
перераспределения молекул Гб в эритроците человека в следствие увеличения соотношения [Na+]in 
и [K+]in при блокировании Na+/K+-АТФазы клетке. Установлено, что снижение активности работы 
Na+/K+-АТФазы при помощи блокатора уабаина (3 мМ), приводит не только к увеличению [Na+]in в 
клетке, но и увеличению положительного заряда на цитоплазматической поверхности 
плазматической мембраны эритроцита. В этих условиях выявлены изменения конформации как 
гемовой, так и глобиновой части цитоплазматического Гб. Показано, что деполяризация клетки, 
вместе с изменением объема клетки, приводит к снижению плотности упаковки молекулы Гб, 
которые могут быть связаны как с сорбцией внутриклеточного Na+ (или Са2+) с Гб, так и 
увеличением количества молекул воды в клетке и перераспределением Гб в клетке. Данные 
процессы могут приводить к изменению конформации примембранного Гб, так и к 
перераспределению и изменению конформации цитоплазматического Гб. 
Ключевые слова: гемоглобин, конформация, уабаин, Раман-спектроскопия, инфракрасная 
спектроскопия. 

 
ВВЕДЕНИЕ 

 
В настоящее время большой интерес вызывают исследования, связанные с механизмом регуляции 

конформации и распределения гемоглобина (Гб) при изменениях ионного гомеостаза эритроцита. Мы 
предполагаем, что изменения морфологии и объема эритроцита приводят к изменению способности Гб связывать 
или сбрасывать лиганды (в том числе О2 и NOx). Очевидно, эти процессы могут как вызвать нарушения 
газообмена в организме, так и быть последствием ряда патологий [1-3]. Известно, что при уремии и у больных с 
хронической почечной недостаточностью и при уремии, выявлено увеличение внутриклеточной концентрации 
Na+ [4,5]. При этом, важно отметить, что перераспределение ионов в клетке эритроцита сопровождается 
изменением мембранного потенциала, который, в свою очередь, модифицируют состояние мембранных белков 
и липидов. В качестве агента, способного изменять объем клетки, выбран уабаин – блокатор ферментативной 
активности Na+/K+-АТФазы (Na-K -аденозин трифосфатаза EC 3.6.3.9) [6,7]. Na-K-АТФаза осуществляет перенос 
ионов против градиента их концентрации за счет гидролиза АТФ и поддерживает низкий уровень [Na+ ]in в клетке 
[8]. Однако мало известно, каким образом изменения ионного гомеостаза и\или мембранного потенциала при 
работе Na-K-АТФазы в эритроците регулируют распределение и конформацию гемоглобина. Целью работы было 
исследование конформации и перераспределения гемоглобина в эритроците при блокировании активности 
Na+/K+-АТФазы уабаином. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 
Выделение эритроцитов. Объектом исследования служили выделенные из цельной крови доноров 

эритроциты (объект предоставлен ФГБУ НМИЦ кардиологии имени академика А.Е. Чазова). Эксперименты с 
кровью человека проведены в соответствии с принципами биомедицинской этики, сформулированными в 
Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последующих обновлениях, и одобрены локальным биоэтическим 
комитетом Федерального государственного бюджетного образовательного учреждения высшего образования 
«Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова».  

В качестве антикоагулянта использовали гепарин (5 ед./мл крови). После забора, кровь хранили при 
t = + 4 °С. Для выделения эритроцитов методом последовательного центрифугирования при 1500g использовали 
физиологический фосфатный буфер следующего состава: 145мМ NaCl, 5мМ KCl, 1мМ CaCl2, 4мM Na2HPO4, 
1 мM NaH2PO4, 1мМ MgSO4, 5 мМ глюкозы, рН 7.4. Полученную суспензию эритроцитов хранили на льду не 
более 3 часов. 
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Блокирование активности Na+/K+-АТФазы. Для инкубации эритроцитов с уабаином (G-Strophanthin, 
Sigma), готовили раствор с 10 мМ уабаином (Fluka, #75640) в буфере Аллена и добавляли его к образцам 
эритроцитов (конечная концентрация уабаина 3 мМ) и инкубировали в течении 60 минут. 

Регистрация ζ-потенциала плазматической мембраны эритроцита. Для контроля за изменениями ζ-
потенциала плазматической мембраны эритроцита, пробу выделенной суспензии эритроцитов разводили в 1000 
раз (Нt = 40%) физиологическим фосфатным буфером. Далее, 1 мл полученного раствора помещали в 
одноразовую капиллярную поликарбонатную U-образную кювету DTS1070 (Malvern, Великобритания) с 
золотыми электродами и тщательно перемешивали во избежание образования пузырей воздуха или скопления 
эритроцитов в одной из частей кюветы. Измерения проводили в термостатирующей ячейке прибора Zetasizer 
Nano ZS (Malvern, Великобритания) при +25 °С. Время адаптации образца к температуре – 60 секунд, количество 
снятых измерений – 100. Каждое измерение включало не менее пяти повторов. Для обработки результатов 
использовали программное обеспечение Malvern, поставляемое в комплекте с прибором Zetasizer Nano ZS и MS 
Excel. 

Измерение объема эритроцита. Контроль за изменениями объема и формы эритроцита проводили при 
помощи лазерного интерференционного микроскопа (ЛИМ), разработанного во ВНИИОФИ на базе 
микроинтерферометра Линника МИИ-4 (ЛОМО, Россия) с объективом 30х (NA=0,65), с λ полупроводникового 
лазера - 650 нм с мощностью лазера на объекте менее 2 мВт. Для анализа полученных изображений использовали 
ПЗС видеокамеру VS-415U (NPK Videoscan, Россия). Общее время регистрации изображения составляло 10 сек 
[9,10]. Образец наносили на предметное стекло с зеркальной поверхностью и накрывали сверху предметным 
стеклом. Препарат с клетками эритроцитов находился в буфере и в буфере с 3 мМ уабаином [11]. Все измерения 
проводили после часовой инкубации эритроцитов в растворах с соответствующей концентрацией уабаина. Для 
восстановления фазового изображения по 9 регистрируемым интерферограммам методом фазовых шагов, 
использовали программу WinPhast, для последующей работы с изображениями – программы FIJI (США) и Origin 
2017 (Microcal Inc., США). 

Метод ЛИМ позволяет рассчитать объема эритроцитов [12–14] по формуле: 
 

𝑉𝑉 = ОРХ𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚
𝑛𝑛1−𝑛𝑛0

× 𝑆𝑆 ,      (1) 
 

где S – площадь клетки, рассчитанная методом наименьших квадратов по фоновому значению. Измерения объема 
эритроцита с помощью ЛИМ проведено на 60 клетках. 

КР-спектроскопия. Регистрацию спектров комбинационного рассеяния (КР, Раман-спектроскопия) 
внутриклеточного Гб проводили с помощью конфокального микроскоп-спектрометра NTEGRA-SPECTRA (NT-
MDT, Россия) в диапазоне частотного сдвига 1000-3200 см-1 с шагом измерения 1 см-1, объектив 5х, мощность 
лазера на образце 3мВт, длина волны возбуждения 532 нм, время регистрации одного спектра – 15-30 секунд, 
количество накоплений сигнала - 3. Для регистрации сигнала, образец помещали в гематокритный капилляр с 
диаметром поперечного сечения 1 мм («АгатМед», Россия). Каждое измерение проводили не менее пяти раз. Для 
обработки результатов использовали программное Origin 2017. Обработка сигнала включала в себя вычитание 
базовой линии. 

Для анализа полученных результатов использовали соотношение интенсивностей абсолютных величин 
полос спектра КР гемоглобина (табл. 1). 

ИК-спектроскопия. Регистрацию спектров ИК внутриклеточного Гб проводили с 
использованием приставки НПВО (неполное внутренне отражение) на ИК-Фурье спектрометре 
Spectrum Two (Perkin Elmer, США). Измерения проводили при температуре 25 ℃ в диапазоне  
550–4000 см-1 с шагом измерения 4 см-1. Время регистрации – 20 секунд. Измерения проводили в 
количестве повторов не менее 12. Для анализа положения максимумов пиков полос и построения 
соотношений интенсивностей полос, осуществляли коррекцию базовой линии спектра в программе 
Origin2017. Для анализа изменений структуры белковой части гемоглобина в эритроците 
использовали соотношения интенсивностей полос ИК-спектра (табл. 2) [15,16]. 

 
Таблица 1. Соотношение интенсивностей полос спектра КР гемоглобина [16-21] 

Отношение пиков спектра Значение соотношений 

I1375/I1172 
Выраженность симметричных и асимметричных колебания 
пиррольных колец. Снижение величины соотношения 

характеризует возрастание подвижности гема 

I1580/I1375 
Вклад валентных колебаний связей винильных групп к 

симметричным колебаниям пиррольных колец 
Относительная способность Гб выделять лиганды 

I2880/I2930 

вклад несимметричных колебаний метиленовых групп 
аминокислот глобина по отношению к колебанию концевых 

метильных радикалов (возрастает при увеличении 
упорядоченности СHn-групп) 
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Таблица 2. Соотношение интенсивностей полос спектра ИК гемоглобина [15,16]  

Отношение пиков спектра Значение соотношений 

I1650/I1540 
Характеризует изменение вклада AmideI/AmideII. Смещение 

положения пика AmideI (1650 см-1) указывает на изменение 
общего конформационного состояния белка в клетке 

I1650/I1243 Различия по белкам* 
I1450/I1243 Различия по аминокислотам* 
I2930/I1243 Различия по жирным кислотам* 

* - если после вычета базовой линии, полоса с максимумом при 1243 см-1 одинакова, то её можно 
использовать в качестве внутреннего стандарта оценки количественных изменений [10]. 

 
Флуоресценция триптофана белков эритроцита. Для контроля за изменениями конформации белков 

эритроцита (в первую очередь, гемоглобина) регистрировали изменения времени жизни флуоресценции 
триптофана с помощью метода счета одиночных фотонов с корреляцией по времени. Для этого, флуоресценцию 
белков эритроцита вызывали импульсным субнаносекундным УФ-светодиодом (EPLED 265, Edinburgh 
Instruments, Шотландия), с максимальным излучением при 260 нм, скорректированным металлическим 
полосовым фильтром (260 нм, ширина 15 нм, Chroma, США). Регистрацию сигнала флуоресценции 
осуществляли в диапазоне 300–400 нм, с максимумом при 340 нм. Аппаратуру TCSPC использовали в режиме 
FIFO, регистрируя поток спектрально меченных фотонов в программном обеспечении для измерений 
SPCM 9.82 (Becker & Hickl GmbH, ФРГ).  

Измерения проводили в кварцевой кювете (толщина поглощающего слоя 10 мм). Регистрация потока около 
106 фотонов проводилась в течение 10 с в термостатирующей ячейке при +25 °С. Время адаптации образца к 
температуре – 60 секунд. Все эксперименты проводились не менее трех раз. Изменения интенсивности, времени 
жизни и спектра флуоресценции обрабатывали с помощью пакета программ SPCImage 8.0 (Becker & Hickl, 
Германия). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 
Исследование изменений морфологии эритроцита при блокировании Na-K-АТФазы. При селективном 

связывании уабаина с Na-K-АТФазой блокируется выход из клетки Na+ и вход K+ [17], что приводит к 
накоплению Na+ внутри клетки снижению входа К+ на 88% с [18] и, как следствие наблюдается увеличение 
объема эритроцита (рис. 1).  

Так, инкубация с уабаином приводит к увеличению фазового объема клетки, а так же, снижению величины 
оптической разности хода за счет перераспределения молекул Гб в клетке пи входе воды и накоплении [Na+]in 
[19]. Вероятно, увеличение объема эритроцита при блокировании насоса [18,20] может сопровождаться 
изменением трансмембранного потенциала и поверхностного заряда плазматической мембраны эритроцита. 
Действительно, при повышении [Na+]in, происходит деполяризация мембранного потенциала, которая запускает 
обратную моду Na+/Ca2+-обменника, увеличивая [Са2+]in. Так же, основную роль в стабилизации объема 
эритроцитов выполняет кальций активируемые калиевые каналы [21]. Вероятно, этими процессами обусловлено 
увеличение заряда мембраны с -15,2 ± 0,2 до -13,1 ± 0,1 мВ, а также, перераспределение Гб в клетке.  

Исследование изменений конформации Гб эритроцита при блокировании Na+/K+-АТФазы. Установлено, 
что блокирование активности Na-K-АТФазы проводит к увеличению [Na+]in и поверхностного заряда мембраны, 
а также перераспренделению Гб в цитоплазме клетки. Вероятно, данные процессы могут быть фактором 
активации ряда внутриклеточных процессов (активация фосфолипаз), которые меняют упорядоченность 
жирнокислотных хвостов мембранных липидов, снижая долю примембранного Гб, связанного с белком полосы 
3 (БП3), а также формирования комплекса Гб и БП3, за счет отрицательно заряженного компонента БП3 [22–24], 
что может оказывать влияние на конформацию Гб в клетке. 

 
 

 
Рисунок 1. Фазовый объем эритроцита после 60-минутной инкубации в растворе с уабаином. Данные 
представлены как среднее ±SE (* p ≤ 0,05) 
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Рисунок 2. Величины соотношений интенсиностей полос КР-спектра представлены как изменение 
относительно контроля (эритроциты без добавления уабаина). Данные представлены как 
среднее ± SE (* p ≤ 0,05) 

 
С помощью метода КР установлено, что в условиях блокирования Na-K-АТФазы (деполяризация мембраны 

и вход ионов Na+ в клетку), наблюдаются изменения в спектре гема гемоглобина (область валентных колебаний 
пирролов, соотношение I1375/I1172), свидетельствующие об изменении доли гема в «куполообразной 
конформации» (рис. 2). Так, выявлены изменения в конформации гема, характеризующие снижение подвижности 
гема (увеличение интенсивности соотношения I1375/I1172) и снижение способности Гб выделять лиганды 
(снижение величины соотношения I1580/I1375), что может быть вызвано как деполяризацией мембраны, так и 
снижением плотности Гб за счет входа воды, экранирование Гб молекулами воды, а так же, селективного 
связывания катионов Na+ белками [19]. Отметим, что накопление внутриклеточного натрия приводит и к 
изменению конформации глобиновой части молекулы Гб (выявлена тенденция к снижению упорядоченности 
СHn-групп (снижение величины соотношения I2880/I2930), что указывает на снижение плотности упаковки глобулы 
глобина и коррелирует с данными, свидетельствующими о снижение плотности распределения гемоглобина (по 
величине ОРХ) в клетке. 

Для более детального исследования изменений конформации глобина гемоглобина и состояния липидов 
плазматической мембраны эритроцита использовали ИК-спектроскопию. Установлено, что в данных условиях 
наблюдаются изменения в валентных колебаниях связей СН3-групп аминокислотных остатков (I1450/I1243) и 
увеличение величины соотношения I2930/I1243, характеризующие упорядоченность жирнокислотных «хвостов» 
фосфолипидов плазматической мембраны эритроцита. Например, при инкубации клеток с уабаином возрастает 
интенсивность полосы 1738 см-1 (рис. 3), которая характеризует растяжение С=О связей фосфолипидов мембраны 
[25,26]. При инкубации эритроцитов с уабаином не выявлены изменения соотношения I1650/I1540 (отношение 
AmideI к AmideII) и I1650/I1243), но смещение полосы 1650 до 1647 см-1 может свидетельствовать об изменение 
длины сопряжения между амидными связями С=О во вторичной структуре белка. 

В дополнительной серии экспериментов нами были выяавлены изменения конформации белков СЭ (Гб, 
белки плазматической мембраны, цитоскелета и т.д.) (снижение времени флуоресценции триптофанов на 
63±5 %), что в первую очередь свидетельствует об изменении конформации глобина за счет изменения 
положения триптофанов глобина близ гема, либо в окружения молекул Гб (например, БП3) [27]. Все это, 
 

 
Рисунок 3. Величины соотношений интенсиностей полос ИК-спектра. Данные представлены как изменение 
относительно контроля (эритроциты без добавления уабаина). Данные представлены как 
среднее ± SE (* p ≤ 0,05) 
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вероятно, отражает перераспределение Гб в цитоплазме и снижение плотности упаковки 
глобулы Гб (рис. 1, 2). 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 
Изменения морфологии и конформации Гб в эритроците в результате увеличения соотношения [Na+]in и 

[K+]in в клетке так же сопровождаются увеличением положительного заряда на цитоплазматической поверхности 
плазматической мембраны. При этом, происходит снижение плотности упаковки глобина, что может быть 
связано с сорбцией Na+ с Гб, либо с увеличением количества молекул воды в клетке и перераспределением 
молекул Гб в клетке. Вероятно, выявленные изменения характеризуют главным образом изменения во вторичной 
структуре глобина близ центров локализации гема, что в свою очередь оказывает влияние на конформацию гема 
– возрастает вероятность нахождения гема в куполообразной форме, что повышает способность молекул Гб 
связываться с лигандами.  

Таким образом, увеличение увеличения соотношения [Na+]in и [K+]in в клетке может привести как к 
деполяризации плазматической мембраны и изменению конформации примембранного Гб, так и к 
перераспределению и изменению конформации цитоплазматического Гб. Все вышеперечисленное нарушает 
способность эритроцитов переносить кислород и является причиной гипоксии в норме и при патологии. 

Исследование выполнено при финансовой РФФИ (№ 20-34-90073, для С.О.В.)  
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CHANGES IN THE ERYTHROCYTE HEMOGLOBIN CONFORMATION AND DISTRIBUTION DURING 

RBC VOLUME CHANGES  
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Abstract. The intracellular space of red blood cells (RBC) includes 40% hemoglobin (Hb) molecules and 
60% being water molecules. When the intracellular volume changes, which is possible when erythrocyte 
cells pass through the blood stream, the possibility of redistribution of intracellular components of the cell 
due to its volume changes is assumed. By methods of optical spectroscopy (non-invasive methods of 
infrared spectroscopy, Raman-spectroscopy, laser interference microscopy) changes of morphology, 
conformation and redistribution of Hb have been revealed in the human erythrocyte due to an increase in 
the ratio of [Na+]in and [K+]in when Na+/K+-ATPase is blocked in the cell. The decrease of activity of 
Na+/K+-ATPase by a ouabaine (3 mM) has been found to lead not only to an increase in [Na+]in cell but 
also to an increase in positive charge on the cytoplasmic surface of the RBC membrane. In these conditions, 
changes in the conformation of both the heme and globine parts of the cytoplasmic Hb have been identified. 
It has been shown that cell depolarization, together with cell volume change, leads to a decrease in packing 
density of Hb molecule, which may be related to sorption of intracellular Na+ (or Ca2+) c Hb, as well as 
increasing the amount of water molecules in the cell and redistributin Hb in the cell. These processes can 
lead to a change in the conformation of Hb, as well as to a redistribution and alteration of the conformation 
of the cytoplasmic Hb. 
Key words: hemoglobin, conformation, Raman-spectroscopy, ouabain. 
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